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서론
더 우수하고, 더 빠르며, 더 신뢰성 있는 결과를 얻는 것은 바쁜 실험실의 최대 

관심사이며, 그 중 많은 실험실에서 효율성 향상을 위한 새로운 방법을 흔히 찾고 

있습니다. 가장 신뢰성 있는 결과와 보다 효율적인 실험실 운영을 보장할 수 있는 

새로운 기술에는 무엇이 있을까요?

이 ebook은 효율적인 액체 크로마토그래피(LC) 운용을 위한 최선의 실천방법을 주제로 실험실 

효율성을 즉시 향상시킬 수 있는 간단한 기술에 대해 다룹니다.

우선, Mia Summers와 Andreas Kugler는 적절한 예방 점검 서비스를 통해 일반적으로 발생하는 

많은 문제를 피하는 방법과, 그러한 문제의 진단 및 해결 과정의 시간을 절약하고 어려움을 감소시킬 

수 있는 체계적인 접근방법을 소개합니다. 이는 올바른 컬럼 선택에서부터 자동 시료 주입기와 

주입기 및 오염된 용매의 징후에 이르는 모든 내용을 포함합니다.

그 다음, 애질런트 테크놀로지스의 Anne Mack과 함께 분석법 개발의 어려움에 대해 짚어보고, 

분석법 개발 과정에서 분리 목적을 유지하는 것의 중요성을 살펴봅니다. 또한 입자 공극 크기, 입자 

기술, 입자 자체의 실제 크기 등을 포함하여 LC 컬럼 선택 시 고려해야 하는 물리적 특성을 함께 

설명합니다.

끝으로, 애질런트 테크놀로지스의 William Long으로부터 새로운 컬럼 기술을 적용하는 것과 같은 

간단한 조정이 어떻게 기존 분석법의 많은 경우에서 분리능을 향상시키고, 피크 모양을 개선하여 

해당 분석법이 재현성 있고, 신뢰성 있는(심지어 기존보다 향상된) 결과를 제공할 수 있도록 

하는지를 배울 수 있습니다.
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개요
현대의 액체 크로마토그래피(LC)는 성숙한 
기술이지만, 분석 과정에서의 문제는 
여전히 발생할 수 있습니다. 일단 문제가 
발생하면, 매우 힘들어지게 될 수 있습니다. 
이는 특히 누출, 기포, 막힘과 같은 시스템 
고장을 처리할 때 더욱 그렇습니다. 게다가 
크로마토그래피적인 문제를 진단하는 경우에는 
시간을 한없이 소모하는 경험을 하게 될 수도 
있습니다. 다행히, 적절한 예방 점검 서비스는 
일반적으로 발생하는 많은 문제를 피할 수 있게 
해주고, 이에 대한 체계적 접근을 통해 문제의 
진단과 해결 과정의 시간을 절약하며, 어려움을 
완화할 수 있습니다.

이동상
깨끗한 이동상을 사용하는 것은 LC 시스템이 
높은 재현성과 신뢰성으로 작동하도록 하기 
위해 필수적입니다.
원칙과 타협하고 싶은 이유가 있다 하더라도, 
고성능 액체 크로마토그래피(HPLC) 등급 또는 
질량 분석(MS) 등급의 용매를 사용하는 것이 
시스템 오염이나 예상치 못한 피크 및 재분석 
과정 등을 줄일 수 있기 때문에, 장기적으로 

보면 실험실의 시간과 비용을 절약할 수 
있습니다.
용매 오염의 징후로는 고스트 피크, 
베이스라인 드리프트, 역압 상승, 탈기장치의 
빈번한 고장 발생 혹은 비정상적으로 짧은 
컬럼 수명 등이 있을 수 있습니다. 그 중 
고스트 피크는 종종 용매 오염에 대한 첫번 째 
징후입니다. 고스트 피크는 크로마토그램에서 
계속 이동하거나, 나타났다 사라지는 듯한 피크 
형태로 나타납니다. 이는 시스템에 축적된 
저농도 이동상 또는 시료 관련 불순물의 결과일 
수 있으며, 서로 다른 시간에 일관성 없이 
용리되고, 때때로 주입 용매나 그레디언트 
조건에 의해 유발되는 경우가 있습니다. 또한 
백그라운드 오염물질의 파장 검출을 상쇄하는 
시료 주입에 의해 이동상 내 오염물질의 
연속적인 베이스라인이 방해를 받는 경우, 
고스트 피크는 네거티브 피크로 나타날 수 
있습니다.
일부 고스트 피크는 시스템이나 이동상 
오염이 아닌 분석 조건 때문에 발생하기도 
합니다. 가장 가능성이 높은 원인은 시료에 
대한 분석 시간이 너무 짧아, 각 주입에서 늦게 
용리되는 일부 성분이 후속 크로마토그램에 
나타나는 것입니다. 시료 혼합물의 모든 성분이 
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컬럼으로부터 제 때에 용리되지 않으면, 이들 
성분은 컬럼에 잔류하여 후속 주입에서 느리고 
일관성 없이 용리됩니다. 이러한 경우가 
의심된다면, 컬럼을 높은 유기 성분 비율의 역상 
이동상으로 플러싱한 
다음, 분석 조건으로 
여러 번 바탕 분석
(blank run)을  
수행하여 컬럼을 
플러싱 해주어야 
합니다. 최종적으로는, 
분석 시간을  
(분석법에서 설정했던 
것 보다)연장한 단일 
주입을 수행하여 모든 피크가 프로그래밍된 
분석 시간 내에 용리되는 지를 검증해야 
합니다.
이동상 내의 작은 입자는 탈기장치 고장, 펌프 
씰(seal) 또는 피스톤 손상 등 LC 구성 요소에 
심각한 문제를 일으킬 수 있습니다. 입자성 
물질은 일반적으로 완충액 염의 오염 또는 
용매 조건의 부주의한 고려로 발생한 침전에 
기인합니다. 그레디언트 시스템에서 완충액을 
사용할 때는, 완충액이 더 이상 용해되지 않을 
만큼의 높은 유기 용매 농도까지 사용해서는 
안됩니다.
고형물을 용해하여 제조한 모든 이동상 
구성은 공극 0.45μm 이하의 필터로 여과해야 
하며, 용매와 호환되는 필터 멤브레인 재질을 
사용하도록 주의를 기울여야 합니다. 용존 
고형물 또는 염을 포함한 이동상을 LC 
시스템에서 사용하고 나면, 분석 완료 후 이를 
확실하게 제거하기 위해 물로 플러싱하는 
과정이 필요합니다. 다음 분석 시, 그냥 다른 
용매 시스템으로 전환하면 침전이 일어날 수 
있습니다. 용매 시스템을 전환할 때는 언제나 
섞임성(miscibility)을 유지하는 것도 매우 

중요합니다. 이를 위한 최선의 방법은 원하는 
이동상에, 사용할 이동상과 잘 섞일 수 있는 
중간 용매로 먼저 넘어가는 것입니다. 염의 
존재가 섞임성을 변화시킬 수 있다는 점을 

항시 염두에 두어야 
합니다. 예를 들어, 
물과 isopropanol(IPA)
은 순수한 상태에서는 
잘 섞이지만, 높은 염 
농도에서는 그렇지 
않습니다.
또 다른 입자성 물질의 
원천은 수용성 이동상 
용기 내에서 생장하는 

미생물입니다. 다중 용매 시스템에서는 
일반적으로 일체형 용매 프로포셔닝 밸브를 
사용해 분석 시 수용성 용매와 유기 용매 
구성을 혼합합니다. 이는 분석자의 작업을 
간소화해 주지만, 수용성 이동상 용기와 라인 
내부에 미생물이 생장하는 위험을 높이기도 
합니다. 완충액을 포함한 용액은 더욱 미생물 
친화적인 환경이 될 수 있습니다. 미생물 
입자를 항상 볼 수 있는 것은 아닙니다. 그것은 
컬럼의 인렛 프릿(inlet frit)에 모일 수 있어, 
높은 역압과 고스트 피크를 야기합니다. 또한 
미생물의 크기가 종종 컬럼 인렛 프릿의 공극 
크기보다 작아, 공극을 통과하여 컬럼 베드에 
모이기도 합니다. 마찬가지로, 인라인 필터가 
도움이 될 수 있으나, 일단 미생물이 생장하기 
시작하면 LC 시스템 전반에서 퍼질 수 있고, 그 
후에는 제거하기가 매우 어렵습니다. 미생물 
입자에 대한 이 골치 아픈 문제 해결 과정을 
피하려면, 그들이 시스템 내로 유입되는 
것을 미연에 방지하는 조치를 취하는 것이 
최선입니다. 수용성 이동상에 소량의 유기 
이동상을 첨가하면(그리고 분석법 조건을 
약간 조정하여 보정) 미생물의 생장을 방지할 

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

"이동상 내의 작은 입자는 
탈기장치 고장, 펌프 씰(seal) 
또는 피스톤 손상 등 LC 구성 
요소에 심각한 문제를 일으킬 
수 있습니다."
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수 있습니다. 갈색 용기를 사용해 이동상을 
빛으로부터 보호하면 시아노박테리아의 
생장을 억제할 수 있습니다. 이 모든 조치를 
거쳤더라도, 이틀에 한번씩은 깨끗한 용기에 
담긴 깨끗한 물로 모든 수용성 이동상을 
교체해주는 것이 좋습니다. 시스템을 장시간 
사용하지 않을 때에는 역상 분석법에서 
사용하는 유기 용매로 물 라인을 플러싱 해 
줍니다. 탈기장치는 증류수가 남아 있을 때 
미생물이 발생하기 쉬운 또다른 부분입니다. 
항상 모든 라인을 100% 수용성 용매 내에 
보관하지 말고, 사용하지 않을 때에는 유기 용매 
내에 보관하는 것이 바람직합니다.
용매 증발은 안전에 대한 우려와 더불어 
사전에 혼합한 이동상의 조성을 변화시킬 수 
있습니다. 올바르게 밀봉된 용매 용기는 이를 
피할 수 있으나, 진공을 형성하는 것을 방지하기 
위해 용기가 완전히 밀봉되어서도 안됩니다. 
이를 해결하기 위해서는 간단히 라인이 통과할 
만큼의 크기로 구멍을 뚫은 캡을 사용하거나, 
애질런트의 InfinityLab Stay Safe Cap과 같이 
일체형 필터 및 배출 시스템을 갖춘 상용캡을 
사용할 수 있습니다.

LC를 사용하지 않거나, 보관이나 문제해결 
등을 위해 일부 또는 시스템 전체를 플러싱 
해야하는 경우가 있습니다. 시스템 내에 
염이 존재하는 경우에는, 물을 이용하여 
염을 용해하고 시스템에서 제거하는 것이 
최우선적인 방법입니다. 일단 염의 존재를 
배제할 수 있으면, IPA가 시스템을 최종 플러싱 
하는 데 효과적입니다. 왜냐하면, 가장 일반적인 
순상 및 역상 LC 용매와 잘 섞이기 때문입니다. 
IPA가 가진 상대적으로 높은 점도와 낮은 표면 
장력은 기포 제거에 우수한 효과를 발휘합니다. 
IPA는 낮은 증기압을 가지고 있는데, 이것은 

성분이 빠르게 건조되지 않는다는 것을 
의미합니다. 또한 IPA는 미생물의 생장을 
억제합니다.

펌프
LC 시스템에서 발생하는 많은 문제는 펌프를 
통해 그 원인을 찾을 수 있습니다. 실제로 
펌프는 수백 bar의 압력에서 지속적이고 
안정적인 유속을 제공하도록 만들어져 있기 
때문에, 펌프가 생성하는 압력은 일정해야 
하므로 시스템의 압력을 모니터링하는 것은 
중요한 진단 도구를 제공합니다. 역압이 꾸준히 
상승하는 현상은 모듈 구성 요소가 보통 LC 
시스템에 유입된 입자성 물질에 의해 오염되고 
있음을 종종 나타냅니다. 입자성 물질은 또한 
잦은 탈기장치의 고장 또는 예상보다 빠른 
컬럼의 영구 손상을 야기할 수 있습니다. 
앞서 언급했듯이 이동상이 가장 일반적인 
원인이지만, 일단 압력이 상승하기 시작하면 
이물질을 제거하는 것이 또 다른 최우선 해결 
대상이 됩니다.
역압 상승의 원인을 추적할 때에는 검출기, 
즉 다운스트림에서부터 시작합니다. 보통 
시스템 역압 형성에 가장 큰 기여를 하는 
것은 컬럼이므로 컬럼이 근본 원인인지, 
아니면 시스템 내의 다른 부분이 문제인지를 
구별해내는 것은 늘 까다로운 작업입니다. 
따라서 문제를 해결하려면 언제나 컬럼을 먼저 
제거하고 "restriction capillary"로 교체해야 
합니다(예: Agilent p/n 5022-2159 Stainless 
Steel Capillary, 0.12mm ID, 2000mm length). 
이 캐필러리는 신뢰할 수 있는 문제해결을 위해 
약간의 역압을 제공합니다. 항상 각 시스템마다 
정상적인 역압 범위를 파악하고 있는 것이 

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 
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좋습니다. 탈기장치를 향해 업스트림으로 
이동하면서 역압이 떨어질 때까지 구성 요소와 
튜빙의 연결을 제거해 봅니다. 튜빙 연결을 
제거했을 때 압력을 정상 수준으로 돌아가게 
하는 부분이 바로 범인입니다.
일련의 분석을 실행하는 
동안 작은 리플(ripple, 
맥동)은 정상이라 
할지라도(때때로 "delta"), 
시스템 압력은 급격하게 
변화하지 않아야 합니다. 
Agilent InfinityLab LC 
시리즈와 같은 고급의 
최신 LC 시스템에서는 
분석자가 펌프의 
리플을 모니터링할 수 
있습니다. 시스템 간 및 분석법 간의 리플은 
서로 다르지만, 급격한 변화 혹은 예상 수치 
대비 큰 편차는 펌프에 문제가 있다는 것을 
가리키는 강한 신호입니다. 가장 좋은 방법은, 
LC 시스템의 예상 압력값을 숙지하고 기록하여 
모든 편차를 신속하게 식별할 수 있도록 하는 
것입니다.
압력의 변화가 간혹 눈에 띄지 않을 수도 
있습니다. 그렇지만 결국, 최신 LC 펌프는 
대부분의 경우 신뢰할 수 있고 안정적이며, 
이제는 한 번 설정하고 나면 원격으로도 
운용할 수 있습니다. 때로는 다른 신호가 펌프 
문제의 첫번 째 징후일 수 있습니다. 검출기 
베이스라인에 노이즈가 많이 발생하거나 
머무름 시간이 눈에 띄게 이동하기 시작하면, 
펌프를 점검해야 합니다.
펌프 문제는 대부분 가장 일반적인 3가지 
원인, 즉 펌프 내 기포, 펌프 씰(seal), 펌프 
밸브 중의 하나로 귀결될 수 있습니다. 기포 
문제는 보통 유기 용매를 이용하여 퍼지

(purging)하면 해결할 수 있습니다. 시스템을 
플러싱하여 기포를 제거하는 경우에는 약간의 
역압을 생성하기 위해 restriction capillary
를 설치하고, IPA(높은 점도를 가졌기 때문에)
를 사용하는 것이 가장 좋습니다. 물론 컬럼은 

미리 제거해야 합니다. 최신 
LC 펌프는 특수한 기기 
설정(피스톤 스트로크)
을 제공하거나, 자동 
플러싱 또는 자동 퍼지 
절차를 사용할 수 있는 
경우도 있습니다. 용매를 
IPA로/로부터 사용/
교체 시에는 시스템 한계 
압력을 초과하지 않도록 
주의해야 합니다. 멀티 라인 

시스템에서는 모든 라인을 동시에 플러싱해야 
합니다. 이러한 조치를 통해 문제를 해결할 수 
있습니다.
기포가 제거된 후에도 시스템 문제가 
계속된다면 씰(seal) 또는 밸브가 마모되었거나 
손상되었는지를 점검해볼 수 있습니다. 
오염된 씰(seal) 또는 고장난 밸브는 종종 
베이스라인에 영향을 미칠 정도의 비정상적인 
압력 리플 또는 예상보다 높거나 낮은 
시스템 압력 및 머무름 시간의 이동 등으로 
나타납니다. 염 완충액, 극도로 강한 용매, 
극단적인 pH 등은 씰(seal)에 가혹한 조건이기 
때문에, 씰(seal)을 보다 자주 교체해야 할 
수 있습니다. 씰(seal) 또는 밸브를 교체하는 
것은 일부 분해 과정이 필요하지만, 대부분의 
시스템에서 비교적 신속하게 처리할 수 있는 
작업입니다. 다수의 제조업체에서는 모든 교체 
구성 요소와 상세한 설명을 포함한 펌프 헤드 
유지보수 키트를 제공합니다. 해당 기기 또는 
펌프 모듈용으로 지정된 올바른 소모품을 

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

"펌프 문제는 대부분 
가장 일반적인 3가지 
원인, 즉 펌프 내 기포, 
펌프 씰(seal), 펌프 밸브 
중의 하나로 귀결될 수 
있습니다."
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사용하는 것이 매우 중요합니다. 빠른 참조 
가이드(Quick Reference Guide)를 통해 특정 
모듈에 어떤 부품을 사용해야 하는지를 빠르게 
확인할 수 있습니다.
그림 1은 전통적인 Agilent HPLC 시스템 
펌프 헤드의 다이어그램입니다. 씰(seal)은  
빨간색으로 나타나 있습니다. 문제가 발생할 
때까지 기다리는 것보다는 정기적인 교체 
일정을 수립하는 것이 좋으며, 특히 기기 
사용량이 많고 시스템 가동 중단시간을 

최소화해야 하는 QA/QC 환경에서는 더욱 
그렇습니다. 씰(seal)은 다양한 재료로 
만들어집니다. 반드시 사용하는 용매와 
호환되는 재료의 씰(seal)을 선택해야 합니다.
퍼지 밸브는 펌프를 플러싱하고 프라이밍

(priming)하는 데 매우 유용한 도구입니다. 
Agilent 1200 시리즈 LC 시스템은 PTFE 
프릿을 포함한 퍼지 밸브를 갖추고 있어 
입자성 물질로부터 시스템의 나머지 부분을 
보호하며, 이는 LC 투자를 보호하는 우수한 

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

그림 1: 전통적인 펌프 헤드
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기능입니다. 그러나 이 PTFE 프릿은 시간이 
지나면서 점차 막힐 수 있습니다. 시스템 퍼지 
시, 대부분의 압력 저하는 이 프릿을 통과하며 
일어납니다. 물의 유속이 5mL/분일 때, 압력이 
10bar를 초과하면, 프릿을 교체해야 할 시기가 
온 것입니다. 프릿은 쉽게 접근할 수 있으며 
빠르게 교체할 수 있습니다(그림 2 참조). 펌프 
씰(seal)과 마찬가지로, 문제가 발생하기 전에 
프릿을 정기적으로 교체하는 것이 보다 현명한 
방법입니다.
앞서 언급했듯이 머무름 시간의 이동은 
펌프 문제로 인해 발생할 수 있으나, 펌프가 
정상적으로 작동하고 있다면(그리고 현재의 
펌프 설정과 현재의 용매 유형이 일치한다면) 
문제는 프로포셔닝 밸브에 있을 수 있습니다. 
그레디언트 밸브 또는 용매 선택 밸브로도 

불리는 프로포셔닝 밸브는 시간이 지남에 
따라 언젠가는 고장이 나고, 교체가 필요할 수 
있습니다. 탈기장치와 마찬가지로, 완충액 염을 
포함한 이동상을 사용한 후에 물로 플러시하면 
밸브의 수명을 연장시킬 수 있습니다. 용매 
선택 밸브가 문제의 원인인지를 확정하는 방법 
중 하나는 등용매 분석법에서 사용한 이동상을 
사전 혼합하여 밸브를 우회하고 펌프 헤드에 
직접 연결해 보는 것입니다. 표준물질 분리를 
확인하기 위해 한 번에 하나의 라인 또는 
펌프 헤드만을 사용해야 합니다. 그 후, 해당 
용매를 하나의 용매 라인 또는 펌프 헤드에서 
다른 용매 라인 또는 펌프 헤드로 옮기는 
것이 문제를 따로 분리해 낼 수 있는 좋은 
방법입니다.

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

그림 2: 퍼지 밸브 내의 PTFE 프릿 교체
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자동 시료 주입기 및 주입기
자동 시료 주입기와 주입기는 크로마토그래피 
문제의 원인이 될 수 있는 복잡한 부품 구성의 
장비입니다. 니들과 니들 시트(needle seat) 
간의 불량한 맞물림은 캐리오버를 일으키고, 
고스트 피크 또는 재현성이 부족한 정량 결과를 
나타낼 수 있습니다. 니들 시트와 니들은 
하나의 "기능적" 부품으로 
간주해야 하며, 문제가 
발생했을 경우 언제나, 반드시, 
동시에 교체해야 합니다. 
손상된 니들은 니들 시트를 
손상시킬 수 있으며, 이 때 
니들 시트만 교체하게 되면 

손상된 니들은 새 니들 시트를 즉시 손상시킬 
수 있고 반대의 경우도 마찬가지입니다. 니들과 
니들 시트가 막힌 경우, 이 현상의 근본 원인을 
확인하는 것이 매우 중요합니다. 업스트림의 
일부 다른 부품(예: 바이알 캡 또는 플레이트 
씰(seal))에서 부스러기를 방출할 가능성이 
있습니다.

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

그림 3: 주입 밸브

Agilent InfinityLab:  
완벽한 연결
적은 스트레스,  
향상된 신뢰성의 피팅

스폰서 콘텐츠

https://www.agilent.com/en/products/liquid-chromatography/lc-supplies/capillaries-fittings/infinitylab-fittings/agilent-infinitylab-fittings-video
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피팅 연결
피팅 연결 불량 시

• 피크 넓어짐 또는 갈라짐 현상 또는 테일링 야기
• 일반적으로 모든 피크에 영향(특히, 초기 용리 

피크에 큰 영향)
• 캐리오버 발생
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140 단 한 곳의 불량한 연결 시
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지나치게 긴 길이
不良

우수함

페룰이 올바르게 맞물리지 않았음 → 누출불량

혼합 챔버 → dead volume

지나치게 짦은 길이

적절히 장착된 튜브, dead volume 없음

그림 4: 올바른 피팅 연결과 잘못된 피팅 연결

그림 3은 주입 밸브의 분해 단면도를 
보여줍니다. 로터 씰(seal)은 시간이 지남에 따라 
마모되거나 입자성 물질에 의해 손상됩니다. 
마모된 로터 씰(seal)은 시료 캐리오버와 
재현성이 불량한 주입을 야기할 수 있어 
교체해야 합니다. 로터 씰(seal)은 다양한 재질로 
만들어집니다. 분석자는 용매 및/또는 pH를 
고려하여 적합한 재질을 선택해야 합니다. 기기 
제조업체에서는 일반적으로 단일 패키지 내에 
자동 시료 주입기 모듈의 모든 소모품을 포함한 
키트를 제공합니다.

컬럼
적합하지 않은 컬럼 선택이나 틈새 부피를 
발생시키는 노후화된 컬럼은 컬럼 효율을 

저하시키는 요인이 될 수 있습니다. 그러나 낮은 
컬럼 효율은 캐필러리 튜빙의 크기가 올바르지 
않은 경우에도 발생할 수 있습니다. 시스템에 
적합한 가장 작은 직경과 가장 짧은 튜빙을 
사용해야 합니다. 길이가 너무 길거나 내경(ID)이  
지나치게 큰 캐필러리 튜빙은 컬럼 외 부피
(extra-column volume)를 증가시켜, 피크가 
컬럼에 도달하기 전에 피크의 (폭)넓어짐에 
영향을 미칠 수 있습니다.
피팅(fitting)의 유형은 제조업체별로 다를 수 
있습니다. 잘못된 피팅을 사용하면 기기 손상 
또는 누출이나 테일링 피크 현상을 일으킬 수 
있습니다. 가장 일반적인 제품은 10-32 나사산
(thread)과 1개 이상의 테이퍼드 페룰(tapered 
ferrule)을 포함한 Swagelok형입니다. 피팅을 
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처음으로 설치할 때는 피팅을 조이기 전에 
튜빙을 끝까지 밀어넣어야 합니다. 그렇지 
않으면 틈이 발생하여 피크 넓어짐 현상을 
일으키며, 이는 보통 일관된 피크 테일링 
현상으로 나타나고, 보다 적게 머무르는 
피크에서도 마찬가지입니다. 그림 4는 피팅의 
올바른 설치와 잘못된 설치의 예를 보여줍니다. 
그러나 보다 새로운 컬럼 연결 기술을 통해 

이와 같은 문제에서 벗어날 수 있습니다. 예를 
들어, Agilent InfinityLab Quick Connect 
Fitting은 컬럼의 유입 포트 깊이에 자동으로 
맞추는 스프링 로드 기능으로 이와 같은 문제를 
해결합니다(그림 5 참조).
문제 발생 시, 컬럼 연결 피팅을 점검하는 
것도 매우 중요합니다. 왜냐하면, 손상된 
피팅이 새로운 컬럼의 유입 포트 또한 손상시킬 

수 있기 때문입니다. 표준 
스테인리스강 피팅을 사용하는 
경우에는 새로운 컬럼으로 
교체할 때 새로운 캐필러리를 
사용해야 합니다. 왜냐하면 새 
컬럼이 약간 다른 스웨이지 
깊이(swage depth, 피팅과 
맞물리는 부위)를 가지고 
있거나, 오래된 캐필러리의 

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

Agilent InfinityLab Stay 
Safe Cap – 용매 증발  
감소

스폰서 콘텐츠

그림 5: Agilent InfinityLab Quick Connect 및 Quick Turn Fitting

https://www.agilent.com/cs/library/technicaloverviews/public/5991-7755EN.pdf
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마모된 피팅이 새로운 컬럼 피팅을 손상시킬 
수 있기 때문입니다. 뿐만 아니라, 컬럼 연결 
피팅을 과도하게 조이지 않도록 주의해야 
합니다(일반적으로 표준 스테인리스강 피팅의 
경우). 과도하게 힘을 주면 피팅 및 컬럼의 
유입 포트를 손상시켜 용매 누출이 발생할 수 
있습니다. 이렇게 되면 사용자는 누출을 막기 
위해 해당 연결 부위에 더욱 많은 힘을 가하여 
조이려고 할 수 있습니다. 결국에는 지속적인 
누출 현상 또는 단순히 컬럼의 수명이 다했기 
때문에 컬럼을 교체해야 할 것입니다.
다시 한번, Agilent InfinityLab Quick 

Connect Fitting과 같은 새로운 탈착식 피팅은 
다양한 포트 깊이에 자동으로 최적화하는 
스프링 로드 기능과 손상된 경우 페룰을 교체할 
수 있는 기능으로 이와 같은 문제를 해결할 수 
있습니다.
컬럼 자체에서도 다양한 문제가 발생할 수 
있습니다. 그 중 하나는 이미 언급했던 바와 
같이, 세심하지 못한 관리나 노후화로 인해 
컬럼에 틈새 부피가 발생하는 것입니다. 
틈새 부피 상에서 또는 그 가까이에서 
용리되는 피크에서 폭 넓어짐 또는 테일링이 
나타나고, 컬럼 외 (띠)넓어짐 현상이 배제된 
경우라면 컬럼을 교체해야 할 때가 되었을 수 
있습니다. 시스템 문제로 인한 것이 아닌 높은 
역압은 컬럼을 지나치게 많이 사용했거나 
제제 부형제와 같은 불용성 성분이 컬럼에 
주입되어왔을 경우, 컬럼 오염으로 인해 발생할 
수 있습니다. 또한 미생물 
오염도 컬럼 베드에 축적될 
수 있습니다. 이상의 모든 
경우에, 컬럼을 새 것으로 
교체해야 할 수 있습니다. 
시스템에 일상적 예방 점검을 
수행하고, 시료 필터링 또는 

고체상 추출과 같은 시료 전처리 기술의 추가를 
통해 이와 같이 비용이 많이 드는 문제해결 
및 LC 시스템의 가동 중단 시간을 줄일 수 
있습니다.

검출기
UV 검출기에서는 2가지 구성 요소, 즉 램프와 
플로우 셀 부분만 주의하면 됩니다. 대부분의 
램프는 중수소 가스를 함유하고 있으며, 이 
가스는 시간이 지남에 따라 누출됩니다. 
분석법의 감응이 피크 비율에 기반하기 
때문에, 처음에는 전구가 약화되는 것이 눈에 
띄게 보이지 않을 수 있지만 시간이 지남에 
따라 베이스라인 노이즈가 피크 대비 점차 
강하게 나타나게 됩니다. 약한 검출 신호 또는 
노이즈가 많은 베이스라인은 램프 교체가 
필요함을 나타내는 중요한 징후입니다. 램프 
교체 시, 전구를 만지지 않도록 주의해야 
합니다.
플로우 셀은 일반적으로 유지보수가 
필요 없지만, 문제는 발생할 수 있습니다. 
다운스트림에서 두 번째 검출기를 사용한다면, 
이것으로 인해 발생하는 추가적인 역압을 
인지하고 있어야 합니다. 첫 번째 플로우 셀에 
과도한 역압이 걸리면 플로우 셀이 파열될 수 
있습니다. 이와 같은 응용에서는 고압 셀을 
사용할 수 있습니다. 셀은 또한 더러워질 수 
있으며 깨끗하게 플러시해야 합니다.

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

시료 전처리 백서
LC 시스템을 최대한 활용하세
요. 여러분의 "충분히 좋은" 시료 
전처리는 정말 충분히 좋습니까?

스폰서 콘텐츠

https://www.agilent.com/cs/library/whitepaper/public/whitepaper-sample-prep-matrix-removal-captiva-emr-5994-0110EN_agilent.pdf
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Andreas Kugler 
LC 소모품 제품 지원  
엔지니어 
애질런트 테크놀로지스

RFID 태그를 이용한 최신기술(Agilent 
InfinityLab 플로우 셀 및 램프와 같은)은 사용 
시간을 추적하고 예방 차원의 교체를 사전 
계획함으로써 시스템을 최대의 가동시간으로 
유지하고 실험실의 운영 효율성을 향상시킬 수 
있습니다.

결론
LC 시스템을 사용하는 동안 여러 가지 
일반적인 문제가 발생할 수 있지만, 우수한 
유지보수와 예방적 조치를 통해 시스템을 
수 년간 큰 문제 없이 운용할 수 있습니다. 
미생물 생장을 방지하고, 밸브와 씰(seal) 
및 프릿을 주기적으로 교체하며, 컬럼을 
올바르게 연결하고, 우수한 이동상 관리 습관을 
유지한다면, 비용과 시간 낭비를 초래하며 
분석자를 곤란에 빠트리는 시스템 가동 중단 
시간을 피하는 데 큰 도움이 될 것입니다. 또한 
일부 실험실 직원이 전문적인 문제해결 교육을 
받는 것도 도움이 될 수 있습니다. 고객 교육
(기초 및 문제해결 교육 과정)은 사용자들이 
기기의 특수 기능 및 작동 원리를 이해하고 
문제해결, 기기 가동 중단 시간 단축 및 
잠재적인 문제의 사전 감지 등에 대한 방법을 
익히는데 도움을 주어, 기기의 올바른 작동을 
보장합니다.

효율적인 액체 크로마토그래피 운용을 위한
최선의 실천방법 

Mia Summers 
전 LC 컬럼 제품 매니저 
애질런트 테크놀로지스
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스폰서 콘텐츠

로마토그래퍼
(chromatographer)는 액체 
크로마토그래피(LC) 분석법 
개발 과정에서 많은 의사결정을 

하게 되며, 이러한 의사결정은 견고한 분석법 
개발에 있어 매우 중요합니다. 컬럼 선택은 
이러한 의사결정 중의 하나이며, 성공적인 
분석에 커다란 영향을 미치는 요소입니다. 
본 내용에서는 다양한 컬럼 특징을 살펴보고, 
적절한 LC 컬럼 선택을 통해 크로마토그래피 
결과를 개선할 수 있는 방법을 소개합니다. 
이는 다양한 선택성을 통한 피크 모양 및 
분리능 향상, 이동상 조성과 pH에 대한 영향 및 
컬럼 수명 연장 관련 내용을 포함합니다.

분석법 개발에서의 문제 및 목적 정의
오늘날, 몇 가지 문제들이 고성능 액체 
크로마토그래피(HPLC) 분석법 개발을 그 
어느 때보다도 혼란스럽게 만들 수 있습니다. 
주요 문제 중 하나는 사용할 크로마토그래피 
모드 및 적절한 HPLC 컬럼을 선택하는 

것입니다. 크로마토그래퍼들이 선택할 수 있는 
크로마토그래피 모드가 매우 다양하기 때문에, 
그 중 어떤 것을 사용할지를 선택하는 것이 
어려울 수 있습니다. 그러나 모든 HPLC 분리의 
약 80%가 역상 모드를 이용해 수행되므로, 
엔드캡핑이 우수한 C18 고정상으로 시작하는 
것이 바람직합니다. 또 다른 문제는 분석법 
이전(method transfer)입니다. 많은 기업들이 
전 세계에 실험실을 보유하고 있으며, 그 
실험실 간에 분석법을 이전하여 이전을 받은 
실험실에서도 반드시 원래 (이전해준) 실험실과 
동일하게 분석법을 수행할 수 있어야합니다. 
또한, 제약 업계에 많이 존재하는 위탁계약 
연구기관에서는 다양한 브랜드의 HPLC 기기를 
보유하고 있을 수 있습니다. 이렇게 서로 다른 
제조업체의 기기는 시스템 부피, 튜빙과 피팅 
및 기타 운영 특성에서 광범위한 차이를 보이기 
때문에, 이러한 다양성이 분석법 이전 과정을 
복잡하게 만듭니다. 따라서 분석법 개발 과정을 
간소화할 수 있는 방법이 필요합니다.
실제 분석법 개발 과정을 시작하기 전에, 먼저 
분리 목적을 수립해야 합니다. 이때 고려해야 

분석 향상을 위한  
LC 컬럼 특성  
제대로 활용하기
Anne Mack

LC 컬럼 특성 제대로 활용하기

크
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할 사항은 다음과 같습니다.
•  몇 개의 피크가 나타날 수 있는가?
•  피크간의 분리가 쉬운가? 아니면 까다로운가?
•  효율성과 속도(분석 시간 또는 주입 간 주기 
시간)가 중요한가?

•  어떤 종류의 기기를 사용할 수 있는가?
•  이동상 그레디언트를 사용할 수 있는가?
•  400bar 이상의 압력을 사용할 수 있는가?
•  일상적인 시료를 분석할 작업자는 누구인가? 
그 작업자의 숙련도는 어떠한가?
이와 같은 질문은 그 외 질문과 함께, 분석법 
요건을 결정하고 개발에 어느 정도의 노력을 
기울여야 하는지를 결정하는 데에 도움을 줄 수 
있습니다.
분석법 목적 이외에, 응용에 따른 몇 가지 
목표를 염두에 두는 것도 매우 중요합니다. 

그림 1의 왼쪽에는 대부분의 응용 분석에서 
공통적으로 설정하는 분석법 목표가 나타나 
있으며, 이 중 대다수는 흔히 시스템 적합성 
테스트 요건에 포함되어 있습니다. 분리능은 
분석법 개발에서 더욱 중요한 기준 중 
하나이며, 특히 자외선, 증기화 광산란 검출기 
또는 형광과 같은 비특이적 검출기 사용 시에 
더욱 중요합니다. 최소 2 이상의 분리능을 
권장하나, 분리능이 1.5일 때, 인접한 두 
피크는 베이스라인 분리된 것으로 간주합니다. 
분석법 밸리데이션 과정에서 시스템 적합성 
파라미터를 정립하며, 이 때 그림 1의 오른쪽에 
나와 있는 분석법 성능 파라미터를 평가합니다. 
시스템 적합성 파라미터와 기준을 설정할 
때에는 나중에 분석법의 수정 가능성을 
제한하는 기준은 피하는 것이 좋습니다. 

그림 1: 일반적인 분리 목표 및 성능 기준

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기
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예를 들어, 컬럼 효율 또는 절대 머무름 
시간을 시스템 적합성 기준으로 사용하게 되면, 
분석법 변경 시 밸리데이션 과정 전체를 완전히 
다시 수행해야 할 수도 있습니다.

분석법 개발:  
어디에서부터 시작해야 하는가?
분석법 개발 목표 및 목적을 확정하고 나면, 
그림 2의 오른쪽 상단에 나타나 있는 분리능 
공식을 이용해 분석법 개발을 시작합니다.  
그림 2에서 볼 수 있듯이, 컬럼 효율(N),  
선택성(alpha), 머무름 인자(k')는 분리능을 
결정하는 변수입니다. 그림 2의 산점도는  

이 3가지 변수가 각각 분리능에 끼치는 영향  
정도를 보여줍니다. 분리능에 끼치는 영향은  
컬럼 효율과 머무름 변수 대비, alpha 값 
(또는 선택성)이 훨씬 큽니다. 따라서 분석법 
개발 과정 중에 선택성을 변화시키면, 원하는 
분리능을 달성하기 위해서 분리에 가장 큰 
효과를 줄 수 있습니다. Alpha 또는 선택성은 
시스템 케미스트리(화학적 성질), 즉 이동상 
(조성 또는 pH), 컬럼 결합상(예를 들어, C18, 
C8, phenyl-hexyl, 또는 cyano) 또는 두 가지 
모두를 변경하여 바꿀 수 있습니다. 또한, 컬럼 
온도는 특히 산 또는 염기가 존재하는 경우 
alpha에 영향을 끼칠 수 있습니다.

그림 2: 분리능에 영향을 미치는 변수, 효율성, 선택성 및 머무름 인자(선택성이 
가장 큰 영향을 끼침)

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기
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HPLC 컬럼의 물리적 특성
분석법 개발을 시작하기 전, LC 컬럼을 선택할 
때 입자 공극 크기와 입자 기술 및 입자 자체의 
실제 크기를 포함한 여러 물리적 특성을 반드시 
고려해야 합니다.
최적의 공극 크기를 선택하는 것은 모든 

HPLC 분석 응용에 있어서 중요합니다.  
비교적 작은 80 ~ 120Å 공극 크기의 컬럼 
충전제는 보다 작은 분자(즉, 분자량 4,000 
이하의 분자량) 분리에 사용됩니다. 작은 공극 
크기의 컬럼은 또한 로딩 용량과 머무름을 
극대화할 수 있습니다. 조금 더 큰 120Å의  
공극 크기는 펩타이드 맵핑에 적합하며,  
300Å의 공극 크기는 원형(intact) 펩타이드 
및 단백질과 같은 큰 분자에 사용합니다. 매우 
높은 분자량을 갖는 단백질의 경우에는 이보다 
더 큰 1000~4000Å의 공극 크기를 사용하기도 
합니다.
초기의 액체 크로마토그래피에서는, 공극 
크기가 10μm보다 훨씬 컸었습니다. 1970년대  
초반에 이르러서야, HPLC 전용의 작고 
완전 다공성인 실리카 입자가 만들어지기 
시작하였습니다. 1980년대에는, 5μm 크기의 
입자가 출시되었으며, 1990년대에는 3.5μm의  
입자로 보다 빠른 분리가 가능해졌습니다. 
지난 10년간 대중적으로 많이 알려진 컬럼 
입자 기술은 초고성능 액체 크로마토그래피
(UHPLC) 응용을 위한 sub-2μm 완전 다공성 
입자(totally porous particle, TPP) 입니다. 
그러나 sub-2μm의 입자는 이 입자의 성능을 
완전히 활용할 수 있도록 특화된 장비를 필요로 
합니다.

표면 다공성 입자(superficially porous, SP)는  
이에 대한 새로운 대안적 기술로서, 보다 
오래된 기존의 5μm 입자 충전 컬럼에 비해 
컬럼 효율과 피크 용량을 크게 높이면서 이미 
보유하고 있는 기존의 일반 HPLC 시스템에서 
사용할 수 있는 장점을 제공합니다. 그러나 
표면 다공성 입자의 사용이 모든 문제를 
해결할 수 있는 마법이 아니라는 것을 유념해야 
합니다. 이 입자는 5μm 입자와 동일한 
크로마토그래피 원리를 따르기 때문에 동일한 
분석법 개발 과정을 사용할 수 있습니다. 표면 
다공성 입자의 견고한(공극없이 완전히 막힌) 
핵은 외부 셸(shell)까지의 확산을 줄여줍니다. 
그림 3은 이러한 입자가 더 효율적인 이유를 
보여줍니다. 보다 짧은 확산 거리는 피크 
넓어짐 현상을 줄이고, 보다 높은 컬럼 효율
(이론단수)을 성취하는 동시에, 컬럼 효율을 
유지하면서 더 높은 유속/빠른 분석을 가능하게 
해줍니다.
입자 크기의 선택은 분리의 복잡성과 그에 
따라 요구되는 분리능에 다소 영향을 받습니다. 
일반적으로 입자 크기가 작을수록 컬럼 효율이 
더 높습니다. 그러나 이러한 컬럼 효율에는 
대가가 따릅니다. 왜냐하면, 압력은 컬럼 길이에 
비례하고 입자 크기의 제곱에 반비례하기 
때문에 입자 크기가 작아질수록 시스템 역압이 
상승하기 때문입니다. 표면 다공성 입자는 
1.9μm, 2.7μm 및 4μm 등 3가지 다른 입자 
크기로 이용 가능합니다. 입자 크기의 선택은 
분리능 요구와 사용 가능한 기기에 따라 결정할 
수 있습니다. 전체 직경이 압력을 결정하므로, 
표면 다공성 입자는 같은 크기의 완전 다공성 
입자(TPP)와 비슷한 압력에서 작동합니다. 

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기
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다공성 층의 두께가 컬럼 효율을 결정하는데, 
표면 다공성 입자(SP)를 사용하면 기존의 5μm 
TPP에서보다 최대 200% 향상된 컬럼 효율을 
얻을 수 있습니다.
일반적으로 1.9μm의 표면 다공성 입자는 
가장 높은 UHPLC 성능을 성취하기 위해 
사용하고, 2.7μm는 보다 낮은 작동 압력에서 
UHPLC 성능을 사용하고자 할 때 사용하며, 
4μm는 HPLC 성능 향상을 위해 사용합니다.
2.7μm와 4μm 입자의 또 다른 장점은 보다 큰 
전체 크기로 인해 5μm 입자 컬럼에서 사용하는 
것과 동일한 2μm 프릿을 컬럼 인렛에 사용할 
수 있다는 점으로, 따라서 이들 컬럼은 그림 4
에서 희석하지 않고 새로 끓인 녹차 시료에 
대한 1,600회 이상의 주입 결과에 나타난 바와 

같이, sub-2μm 입자 컬럼에 비해 막힘 문제에 
덜 민감합니다.

HPLC 컬럼 결합상 옵션
서로 다른 결합상에서는 서로 다른 화학적 
상호작용이 두드러지게 나타나므로, 특정 
시료에 대한 분리 조건은 적절한 결합상의 
선택을 통해 세밀하게 조정할 수 있습니다. 
극성과 비극성 화합물은 다양한 컬럼 
케미스트리에서 서로 다른 거동을 보입니다. 
분석물질 내에 pi 결합이 존재하는 경우(예를 
들어, 방향족 화합물), 강한 pi-pi 상호작용을 
이끌어낼 수 있는 phenyl-hexyl 결합상을 
유용하게 사용할 수 있습니다. 선택성을 
향상시키는 것 외에도, 결합상의 변화가 어떤 
경우에는 분석 시간을 줄일 수도 있습니다.

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기

그림 3: 입자 기술: 표면 다공성 입자는 질량 이동(mass transfer)을 개선함으로
써 완전 다공성 입자 대비, 보다 높은 컬럼 효율 제공
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C18과 C8 결합상은 분석법 개발에서 아주 
좋은 첫번 째 선택입니다. 이들 결합상은 pH 
2~9 범위에서 뛰어난 성능을 발휘합니다. 
실리카와 결합상의 결합 과정 중, 실리카 표면에 
남아있는 Si-OH 그룹의 엔드캡핑(endcapping) 
또는 비활성화 또한 선택성에 영향을 미칠 수 
있습니다. 많은 C18 및 C8 결합상을 엔드캡핑 
또는 비-엔드캡핑 형태로 이용 가능하며, 
분석법 개발 과정 중 이 영향을 평가할 수 
있습니다. Phenyl-hexyl은 분석물질과 고정상 
사이의 pi-pi 상호작용을 활용할 수 있는 또 
다른 우수한 대체 결합상입니다. Phenyl–hexyl  
상의 선택성은 phenyl 또는 diphenyl 컬럼과 
매우 유사합니다. 극성 그룹을 결합상에 
포함하고 있는 형태의 기타 상들도 역시 극성 

화합물에 대한 독특한 선택성을 줄 수 있는 
좋은 선택입니다. Cyano 상은 순상과 역상 
분리에 모두 사용 가능하며, 순수 실리카(bare 
silica) 상은 극성이 매우 강한 분자를 위한 
소수성 상호작용 크로마토그래피(HILIC)에서 
사용할 수 있습니다. 또한 pentafluorophenyl 
상은 극성 화합물에 대한 직교적(대안적 
선택성) 결합상으로 사용할 수 있습니다.
다양한 케미스트리의 선택성에 대해 보다 
자세히 이해하기 위해, 결합상 특성 규명 
테스트를 수행할 수 있습니다. 역상 케미스트리 
특성 규명의 예로는 Tanaka Test 및 
Hydrophobic Subtraction Model(HSM)이  
있습니다. 이들 테스트는 여러 파라미터에 
근거하여 케미스트리를 분류하며, 두 컬럼 간의 

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기

그림 4: 더러운 시료에서도 긴 수명을 유지하는 2.7μm InfinityLab Poroshell 
120 컬럼
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유사 인자(similarity factor, Fs)를 계산하는 
데에 사용할 수도 있습니다. 작은 Fs는  
두 컬럼이 매우 유사함을 나타내며, 반대로 
큰 인자 값은 두 컬럼이 매우 다르다는 것을 
의미합니다. 분석법 개발 시, 분리능 향상을 
위해 서로 완전히 다르거나 직교적 선택성을 
제공하는 컬럼을 평가하는 것이 유용합니다.
그림 5는 컬럼 선택성이 어떻게 분리능 
향상에 영향을 끼치는 지의 사례를 보여줍니다. 
이 사례에서는 methanol 그레디언트 이동상을 
사용해 8종의 스테로이드를 분리하였습니다. 
많은 상에서 선택성의 변화를 관찰할 수 
있습니다. 또한 상당히 괜찮은 분리 결과를 
얻었지만, 일부 피크가 아예 분리되지 않은 
결과도 있습니다. 그러나 phenyl–hexyl

상에서는 모든 8종 스테로이드가 베이스라인 
분리되었으며, 분석 시간은 나머지 모든 상보다 
빠르게 나타났습니다. 추가적인 작업이 없으면 
모든 상이 시료 내의 모든 화합물을 분리할 
것이라고 확신할 수 없습니다. 하지만 그림 5 
에서 입증한 바와 같이, 고정상의 변화가 
선택성에 영향을 주며 이는 분석법 개발 과정 
초기에 큰 도움이 됩니다.

이동상 pH에 의한 선택성 변경
이동상의 pH 또한 이온화 가능한 화합물의 
머무름과 선택성에 영향을 줄 수 있습니다. 
많은 새로운 상은 넓은 pH 범위(예: 2 ~ 10)
에서 사용할 수 있기 때문에, 이제 pH는 
머무름과 분리능을 모두 향상시켜 선택성을 

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기

그림 5: Methanol 그레디언트에 의한 8종 스테로이드 분리 - 적절한 컬럼 상 선
택으로 보다 쉽게 분석법 개발 가능
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변경하고 분석법 개발을 개선하는 데에 사용할 
수 있습니다. 그림 6은 Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 HPH-C18 2.7-μm 컬럼을 
이용하여 pH 3과 pH 10에서 여러 화합물의 
선택성을 비교한 결과를 보여줍니다. 이 도표 
내 데이터 포인트의 분산은 pH가 선택성에 
미치는 영향의 정도를 나타냅니다. 여기에서 
상관 계수 R2은 직교성의 지표로 볼 수 있으며, 
0.40의 매우 낮은 값을 나타내고 있습니다. 
이온화 불가능한 화합물 또는 pH 3 ~ 10의 
범위에서 이온화하지 않는 화합물은 y=x에 
위치한 연한 파란색 실선 상에서 용리됩니다. 

퍼져있는 데이터 포인트는 pH 3~10범위에서 
이온화 상태가 변화하여 그들의 머무름에 
영향을 받은 화합물을 나타냅니다.

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기

그림 6: 서로 다른 이동상 pH가 매우 다른 선택성을 제공(pH 3 과 10의 여러 
분석물질에서 머무름 시간에 대한 상관관계가 낮은 것을 통해 증명)
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고효율 LC 컬럼의 효과 극대화
고효율 LC 컬럼의 효과를 극대화하기 위해서는 
데이터 수집 속도, 주입 부피, 시스템 확산에 
대한 가드 컬럼 및 피팅의 영향 등을 반드시 
고려해야 합니다.

데이터 수집 속도란 검출기가 정보를 
기록하는 빈도를 의미하며, 낮은 데이터 속도는 
인위적으로 넓고 작은 피크를 생성하게 되어 
컬럼 효율과 분리능을 저하시킬 수 있습니다. 
일반적인 경험적 규칙은 크로마토그래피 

피크에 걸쳐 최소 20개 이상의 
데이터 포인트를 수집할 수 
있도록 데이터 수집 속도를 
사용하는 것입니다. 고효율 
분리는 보다 좁은 피크를 
생성하기 때문에, 데이터 속도를 
그에 비례하여 증가시켜야 
합니다. 고효율 LC 컬럼 사용 
시, 일반적으로 10 ~ 20Hz 또는 
그 이상의 높은 데이터 속도를 
사용합니다.

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기

Agilent LC 컬럼 Navigator 
분석법 파라미터, USP 분석법 
또는 화합물에 따라 귀하의 
분석에 맞는 최고의 컬럼을  
쉽게 찾으십시오.

스폰서 콘텐츠

그림 7: 주입 부피는 전체 시스템 부피에 기여하기 때문에, Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 1.9μm 컬럼과 같은 고효율 컬럼 성능을 유지하기 위해서는 낮은 
부피를 유지해야 합니다

https://navigator.chem.agilent.com/
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주입 부피는 전체 시스템 부피에 기여하므로, 
고효율 컬럼의 성능을 보존하기 위해서는 적은 
부피를 유지해야 합니다. 그림 7은 주입 부피를 
감소시키는 것이 컬럼에 동일한 질량 로드를 
유지하는 경우에도, 늦게 용리되는 화합물까지 
포함하여 컬럼 효율을 얼마나 획기적으로 
증가시키는 지를 보여줍니다.
낮은 시스템 확산은 표면 다공성 입자 컬럼의 
높은 효율을 유지하기 위해 필수적이므로, 
사전에 시료 전처리를 사용하는 경우에도 
특히 복잡하거나 "더러운" 매트릭스를 가진 
시료를 위해 특수 고안된 고압용 sub-2-μm 
입자 크기의 가드 컬럼을 사용하는 것이 매우 
중요합니다. 분석 컬럼을 교체하는 비용은 매우 
비싸지만, 가드 컬럼은 그렇지 않습니다. 때문에 
분석 컬럼의 수명 연장을 위해 가드 컬럼을 
사용하는 것은 대게 좋은 방법입니다. 가드 
컬럼을 선택할 때는, 분석 컬럼의 결합상과 호환 
가능하고, 시스템에 추가적인 컬럼 외 부피를 
더하지 않는 것으로 선택해야 합니다.

LC 컬럼 설치 시, 자주 발생하는 문제 중 
하나는 컬럼을 기기에 연결해 주는 피팅과 
관련이 있습니다. 컬럼과 부적절하게 
맞물린 피팅은 누출, 컬럼 외 dead volume, 
피크의 띠 넓어짐 및 테일링 현상으로 인한 
크로마토그래피 결과 손상, 분리능 감소 등을 
야기할 수 있습니다. 제조업체마다 서로 다른 
스웨이지(맞물리는 부위) 깊이와 나사산
(thread) 및 페룰을 사용하기 때문에, 시스템 
간에 피팅을 교환해서 사용해서는 안됩니다. 
Agilent InfinityLab 피팅은 항상 컬럼 인렛에 
올바르게 장착되도록 설계되었습니다. 이 
피팅은 최대 1,300bar의 압력까지 손으로 조여 
사용할 수 있기 때문에, 튜빙을 언제나 올바르게 
맞물리도록 연결하고, 또한 다양한 제조업체의 
기기에 모두 사용할 수 있습니다.

결론
다양한 새로운 입자 기술에서 적절한 컬럼을 
선택하는 것은 분석법 개발에 있어 매우 중요한 
역할을 할 수 있습니다. 선택성에 영향을 미칠 
수 있는 폭넓은 종류의 결합상과, 선택성 조절 
도구로서의pH 사용을 통해―물론, 새로운 
고효율 컬럼 사용의 효과를 극대화하기 위한 몇 
가지 간단한 파라미터를 함께 염두해 두면서―
새로운 분석법 또는 기존 분석법의 업데이트를 
빠르고 효율적으로 개발할 수 있습니다.

Anne Mack
응용 분석 연구자
애질런트 테크놀로지스

LC 컬럼 특성 제대로 이용하기



실험실의 실제 사례

실제 사례 44:
실험실 성능을 향상시키는

실험실 전체 데이터 분석 시스템 데이터 
통찰.

이상 사례 및 더 많은 사례를 살펴보시려면 
www.agilent.com/chem/story44을 
방문하십시오

당사의 전문적인 지원을 받으십시오
실험실과 함께 긴밀히 소통할 때마다 통찰력을 제공하고자 노력하는 글로벌 전문가 팀을 
활용할 수 있다면 얼마나 높은 생산성을 달성할 것인지 상상해 보십시오. Agilent CrossLab을 
이용하면 가능합니다.

규제 준수 서비스, 전체 실험실 이전, 성능 최적화를 위한 실험실 분석, 현장 및 주문형 교육, 
애질런트 및 타사 기기를 위한 포괄적인 서비스 범위에 대해 알아보십시오. 애질런트는 또한 
분석법 개발 및 최적의 컬럼과 소모품을 권장하여 귀하의 결과를 최적화합니다.

더 자세한 정보를 알아보시려면 www.agilent.com/crosslab을 방문하십시오

 

© Agilent Technologies, Inc. 2018

http://www.agilent.com/crosslab
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스폰서 콘텐츠

은 기존의 액체 크로마토그래피
(LC) 분석법은 그것이 최적의 
분리 결과를 내고 있음을 
확인하고, 새로운 컬럼 기술 또는 

기타 수정 사항을 적용하여 결과를 향상시킬 
수 있는 지를 확인해보기 위해 반드시 다시 
살펴봐야 합니다. 흔히 새로운 컬럼 기술의 
적용과 같은 간단한 조정으로 향상된 분리능과 
더 우수한 피크 모양을 얻을 수 있으며, 해당 
분석법이 재현성 있게 작동하고 믿을 수 있는
(심지어 향상된) 결과를 제공할 수 있도록 
할 수 있습니다. 또한 기존의 많은 분석법은 
상대적으로 간단한 조정을 통해 "질량 분석 
친화적"으로 만들 수 있습니다.

분리 목표 및 분석법 기준
LC 분석법을 평가하는 첫번 째 단계는 분리 
목표와 분석법 성능 기준을 수립하는 것입니다. 
목표 설정 시 일반적으로 고려하는 요소로는 
효율성과 속도의 중요도, 시료의 복잡성, 
사용 가능한 기기 및 작업자의 업무능력 등이 
있습니다.
일반적인 성능 지표는 그림 1에 나와 
있습니다. 충분한 분리능(Rs)과 재현성은 
반드시 필요합니다. 머무름 인자(k�)도 

고려해야 합니다. 예를 들어, k'가 너무 낮으면 
용매 변경 또는 주입 부피 증가가 도움이 될 수 
있지만, k� 값이 높은, 즉 늦게 용리되는 피크는 
폭이 넓어져 검출하기 어려워 집니다. 신호 대 
잡음비(S/N)는 일반적으로 10보다 커야 하며, 
이상적으로는 100에 가까운 것이 좋습니다.
컬럼 효율(이론 단수(theoretical plate), 

N) 또는 절대 머무름 시간은 쉽게 변화하는 
요소이기 때문에, 이것을 제한 하였을 경우 보다 
빠른 분석법 개발의 실현을 방해할 수 있으므로, 
이를 시스템 적합성 기준으로 정의하는 것은 
피해야 합니다.

그레디언트 스카우팅
그레디언트를 스카우팅하는 것은 분석법 
개발을 위한, 또는 알려진 분석법을 조정하기 
위한 훌륭한 시작점입니다. LCGC의 
문제해결관련 칼럼니스트인 John Dolan은 
C18 컬럼과 낮은 pH를 사용한 5~95%의 유기 
용매 그레디언트를 권장합니다. 그레디언트 
시간은 컬럼 길이와 입자 크기에 따라 달라질 
수 있습니다.1
그레디언트 스카우팅 분석은 등용매와 
그레디언트 분석법 중 어떤 것이 더 적합한 
지를 결정하는 데에 도움이 될 수 있습니다. 

많

우수한 LC 분석법을 
훨씬 향상하기
William Long

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기
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피크가 그레디언트 범위에 걸쳐 퍼져 있으면, 
그레디언트 분석법이 바람직합니다. 피크가 
모여서 유기용매 범위에서 좁게 용리된다면, 
등용매 분석법으로 충분할 수 있습니다. 15분  
그레디언트와 같이 빠른 그레디언트를 보다 
짧고, 컬럼 효율이 높은 컬럼에서 수행할 
경우에는, 추가적인 분석법(조정) 시간이 
필요하거나 소모될 수 있습니다.

컬럼 및 완충액 스크리닝
컬럼과 완충액 스크리닝은 다양한 종류의 짧은 
고속 컬럼과 여러 가지 이동상 완충액의 조합을 
사용한 스카우팅 실험으로 수행할 수 있습니다. 
Sub-2μm Rapid Resolution High Throughput 

컬럼(Agilent ZORBAX StableBond [SB]-C18, 
Eclipse Plus C18, Bonus-RP, Eclipse Plus 
Phenyl-Hexyl)과 3가지 대표적인 낮은 pH 
완충액(0.1% trifluoroacetic acid [TFA], 
0.1% formic acid, 0.1% acetic acid), 중간 
농도 완충액으로서 ammonium acetate, 
그리고 컬럼 세척을 위해 물을 사용하여, 
한 그룹의 비스테로이드성 소염제 약물을 
분리하는 실험을 수행하였습니다. 그레디언트 
스카우팅은 SB-C18에 대해 4% MeCN
으로부터 시작하였고, Eclipse Plus C18
에 대해 8% MeCN으로부터 시작하였으며, 
Bonus-RP 및 Eclipse Plus Phenyl-Hexyl에 
대해 0% MeCN에서 시작하여 총 20개 조합을 
사용하였습니다.

그림 1: 일반적인 분리 목표 및 성능 기준

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기
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20회 실험 중 9회에서 모든 화합물이 
베이스라인 분리를 보였으나, 그림 2에서 볼 
수 있듯이, Eclipse Plus C18이 3.288로 가장 
높은 최소 분리능을 분명하게 나타냈습니다. 
분석 시간을 단축하기 위해 단 몇 회의 실험을 
더 수행하여 추가적인 최적화를 진행할 수 
있었습니다.

이동상 첨가제 선택
이동상 첨가제의 선택은 피크 모양과 위치를 
변화시킬 수 있습니다. Agilent ZORBAX 
StableBond C18 컬럼에서 phosphoric acid, 

formic acid, TFA 및 acetic acid를 이동상 
변형제로 사용해, salicylic acid 생산에서 
발견되는 6종의 성분 분리를 수행하였습니다. 
Acetic acid를 사용한 StableBond에서는 
동시 용리 피크가 나타났으며, 이는 formic 
acid를 사용한 결과와 거의 동일하였습니다. 
Phosphoric acid와 TFA에서는 모두 우수한 
분리 결과가 나타났습니다. 분리를 보다 
최적화하기 위해 TFA를 1.0%로 증가시킨 결과, 
피크 테일링이 감소하였습니다.
요약하자면, 그레디언트 스카우팅 후 
이동상과 pH를 간단하게 조정하면 많은 경우 
향상된 분리에 빠르게 도달할 수 있습니다.

그림 2: 진통제 분리를 위한 컬럼 선택 및 완충액 스크리닝

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기
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분석법 견고성
분석법은 어떤 경우에 상당히 우수할 수 있지만, 
약간의 조건 변화로 인해 원치 않는 결과가 
나타나기도 합니다. 이상적으로 분석법은 최소 
분리능 2.0을 유지해야만 피크의 완전한 분리를 
보장할 수 있습니다. 일반적으로는 작은 조정을 
통해 최소 분리능을 크게 향상시켜 분석법 
견고성을 개선할 수 있습니다.

InfinityLab Poroshell EC 4.6mm x 50mm,  
2μm C18 컬럼에서 1.0 ~ 2.0mL/분의 
유속으로 alkyl phenone류의 분리를 
수행하였습니다. 예상대로 압력이 99bar에서 
204bar까지 증가하였으나, 전체 분석 과정 중, 
2.05라는 양호한 분리능을 유지하였습니다.
분석법 견고성을 테스트하기 위해 분리는 3
개의 다른 컬럼으로 수행하였습니다. 그 중 1개 

컬럼은 2.05의 분리능을 얻었고, 나머지 2개  
컬럼에서는 조금 더 낮은 분리능인 2.03과  
1.99를 나타냈습니다. 분석법의 목적 중 하나가 
최소 분리능 2.0을 유지하여 분석을 수행하는 
것이었기 때문에, 이동상에 물을 소량 더 
추가하고 acetonitrile 함량을 65%에서 60%로 
줄였습니다. 이 미세한 조정을 통해 분리능은 
각 3개의 컬럼에서 2.55, 2.54, 2.56으로 
증가하여 견고한 분석법을 확보하였습니다.

새로운 컬럼 기술 제대로 활용하기
새로운 컬럼과 같은 최신 기술을 테스트하는 
것은 분석법을 개선하기 위한 또 하나의 
생산적인 방법입니다. 예를 들어, 애질런트는 
C18 컬럼의 새로운 표면 처리법을 개발하여, 

그림 3: 기존 분석법에서 Eclipse Plus 및 C18 컬럼을 이용한 nortriptyline 및 
dipropyl pthalate 분석

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기



 30 	 2019년 2월 | LCGC 스폰서 콘텐츠

진단 문제 분석법 개발 LC 컬럼  

피크 테일링을 줄이고 높은 pH에서 선택성 
변화 없이 그 안정성도 향상시켰습니다. 뿐만 
아니라, InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 
및 Eclipse Plus와 같은 표면 다공성 컬럼의 
개발을 통해 보다 낮은 압력, 보다 높은 성능 
및 보다 적은 시료 전처리와 같은 이점을 
제공합니다.
그림 3은 간단히 전처리 한 nortriptyline 및 

dipropyl pthalate 시료를 Eclipse Plus 및 기타 
C18 컬럼에서 고객의 기존 분석법과 25mmol, 
pH 7.4의 phosphate 완충액을 이용하여 
분석한 결과를 보여줍니다. Eclipse Plus의 
개선된 결합상은 더 우수한 감도, 뾰족한 피크, 
향상된 분리능 및 보다 평평한 베이스라인 
결과를 제공하였습니다.

애질런트는 "HPH"(높은 pH 안정성)라는 
InfinityLab Poroshell 컬럼을 개발하였습니다. 
이 컬럼은 pH 변화를 이용해 분리의 
선택성을 조절합니다. 이 컬럼의 파생 제품은 
InfinityLab Poroshell HPH C18 컬럼이고, 
이는 phosphate 완충액에서 우수한 성능을 
유지하는 동시에 기존 컬럼보다 더 긴 수명을 
자랑합니다. 복잡한 시료를 다루는 분석법도 
최소한의 조정을 통해 이 컬럼으로 전환 
가능하며, 비슷한 선택성을 유지하고 중간 pH 
범위에서 우수한 컬럼 수명을 갖는 추가적인 
이점을 누릴 수 있습니다.
로터 씰(seal)의 고려 사항은 아래와 
같습니다. 높은 pH 이동상 사용 시, 기기의 일부 
부품이 손상될 수 있습니다. 주입기 밸브와 

그림 4: 설파제 분리 스케일링 결과(5μm Zorbax에서 2.7μm InfinityLab 
Poroshell 120 컬럼으로 전환)

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기



 31 	 2019년 2월 | LCGC 스폰서 콘텐츠

진단 문제 분석법 개발 LC 컬럼  

여타 밸브에서 발견할 수 있는 로터 씰(seal)은  
polyimide재질(Vespel)로 만들어져있으며, 
hydroxide 또는 ammonium carbonate와 
같은 10 이상의 pH에서는 쉽게 공격을 당할 
수 있습니다. 장시간 높은 pH의 이동상 사용 
시에는 Vespel 대신 PEEK 재질의 로터 씰
(seal)을 사용할 수 있습니다.

표면 다공성 컬럼을 이용한 개선 사항
완전 다공성 컬럼을 InfinityLab Poroshell 
120과 같은 표면 다공성 컬럼으로 교체하는 
것은 분석법 개선을 위한 또 다른 옵션입니다. 
그림 4는 5μm Agilent ZORBAX Eclipse 
Plus 컬럼에서 2.7μm InfinityLab Poroshell 
120 컬럼으로 전환한 설파제의 분리 결과를 
보여줍니다. InfinityLab Poroshell에서 모든 

10개 피크가 약 7분 내에 용리되었는데, 이는 
더 긴 컬럼에서 첫 번째 피크가 용리되기 
전에 해당하는 시간입니다. 감도 또한 
향상되었습니다. 더 적은 시료 주입에도 
불구하고 신호 대 잡음비는 더 높아져 보다 
뾰족하고 압축된 피크가 나타났으며, 이는 
추가적인 최적화에 이상적입니다. 시료 
전처리를 변화시킬 필요 없이, 두 분리는 모두 
400bar이하의 압력에서 수행할 수 있습니다.
미국 약전(USP) 내의 분석법과 같은 다수의 
약전 분석법은 잠정적으로 업그레이드할 수 
있습니다. USP는 허용할 수 있는 조정에 관한 
가이드라인을 제공합니다(그림 5). 등용매 
분석법에서, 컬럼 길이(L)와 입자 직경(dp)의 
비율을 본래 값 대비 -25% ~ +50%로  
유지하거나, 이론단수(N)가 그 비율 내에 
있으면, 다시 밸리데이션을 수행하지 않아도 

그림 5: US 약전에 따른 등용매 및 그레디언트 분리별 허용 가능한 분석법 조정 
사항

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기
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됩니다. 선속도가 일정하게 유지되는 한 이와 
같은 분석법 변경의 유연성은 허용됩니다. 주입 
부피 또한 검출 한계를 충족하기 위해 변경할 
수 있습니다.
그레디언트 분석에서는 다시 밸리데이션을 
거치지 않고 변경할 수 있는 부분이 거의 
없지만, 현재 USP는 허용 가능한 조정을 
조사하고 있습니다.

간단한 분석법 스케일링
Naproxen에 대한 USP 분석법을 5μm 완전 
다공성 재질(Agilent ZORBAX Eclipse 
Plus)로부터 2.7μm 표면 다공성 재질
(Agilent InfinityLab Poroshell 120)로 
스케일링하였습니다. 표준 분석법의 값은  
N = 10,639, Rs = 13.7 및 L/dp 비 = 30,000
이었습니다. 분석법을 4.6mm x 100mm 
컬럼으로 변경한 경우, N을 거의 100% 
향상하였으나, L/dp 비는 단지 23% 향상에 
그쳤으며, 이는 USP의 허용 가능한 분석법 
조정 요건을 충족하였습니다. 보다 짧은 컬럼
(4.6mm x 50mm)의 사용을 시도한 결과, N은 
10,639에서 11,281로 증가하였으며, 분석법에 
기술된 분리능은 유사하게 유지되었습니다 
(Rs > 11.5).

Poroshell 입자는 같은 제품군 내에서 
스케일링 가능합니다. 애질런트는 응용의 
유형에 따라 특정 컬럼 공극 크기를 사용하는 
것을 권장합니다. 단순히 
HPLC 성능을 개선하고자 할 
때는 4μm 컬럼을 사용하면 
충분하며, 이는 5μm 완전 
다공성 컬럼에 비해 성능을 약 
200% 향상시킬 수 있습니다. 
2.7μm 컬럼은 상당히 낮은 
압력에서 UHPLC 성능을 

제공하는 워크호스입니다. 이들 컬럼은 이제 
1,000bar에서 사용 가능하고, sub-2μm 완전 
다공성 입자 컬럼의 약 50%에 해당하는 일반 
압력을 보이며, 또한 추가 시료 전처리 필요 
없이 약 90% 가량의 효율을 제공합니다. 
1.9μm 컬럼은 sub-2μm 완전 다공성 입자 
컬럼과 비슷하게 극도로 높은 초고성능 UHPLC 
성능과 압력을 제공하며 sub-2μm 완전 
다공성 입자 컬럼 대비 120% 효율을 성취할 수 
있습니다.

LC 분석법의 LC-MS로의 전환
질량 분석(MS)은 극성에서부터 비극성이 
강한 화합물에 이르기까지 폭넓은 분석에서 
사용합니다. 전자분무 이온화(ESI)는 
고분자량과 저분자량 화합물 모두에 대해 
MS에서 사용할 수 있으므로, 다양한 시료에 
적합합니다. 단, 보다 비극성인 시료는 전하 
유도의 효율성이 떨어져 생성된 신호가 적기 
때문에 ESI의 사용을 피해야 합니다. 이러한 
화합물은 대기압 광이온화(APPI) 또는 대기압 
화학 이온화(APCI)를 사용할 수 있습니다.

ESI는 많은 경우에 널리 사용되며, 미지 
화합물 식별은 분석법 개발의 목표입니다. 또한 
LC-MS 장비의 사용이 쉬워지고 실험실에서 
바로 이용할 수 있게 됨에 따라, MS에 적합한 
분석법 개발이 더욱 요구되고 있습니다.

LC 핸드북: LC 컬럼 및 
분석법 개발 가이드

스폰서 콘텐츠
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ESI-MS를 위한 분석법 고려 사항은 아래와 
같습니다.
•  이동상의 pH(및 분석물질 pKa)가 이온 형성 
및 신호에 영향을 미침

•  전자분무 프로브에 가하는 전압이 이온 
형성을 유도함

•  최적의 이동상 pH를 선택하여 선택성 향상 
가능

•  유기 용매는 이온화에 거의 영향을 주지 
않지만, 기화에 영향을 미치므로 휘발성이 
높은 이동상의 사용이 보다 유리할 수 있음

•  ESI는 0.5mL/분 이하의 유속에서 가장 잘 
작동함

•  ESI는 역상, 소수성 상호작용, 순상 HPLC와 
호환 가능

ESI 완충액의 고려 사항은 아래와 같습니다.
•  신호 감쇠 효과를 피하기 위해 25mM 이하의 
완충액 농도를 권장(이상적으로는 10mM 
이하)

•  침전물 축적으로 인해, 금속 이온 완충액은 
이온화 간섭으로 인해 ESI와의 호환성이 좋지 
않음

•  산성 이동상은 일반적으로 양이온 모드에 
적합

o  0.1 ~ 1% formic acid, 0.1 ~ 1% acetic 
acid, 0.05 ~ 0.2% TFA

o  Ammonium 염은 ammonium 부가물 
형성에 유리

o  TFA는 이온 억제를 일으킴
o  TFA "fix"사용 – 컬럼 이후 유로에 acetic 

acid 또는 propionic acid 첨가
•  염기성 이동상은 음이온 모드에 적합

Phosphoric aicd 기반의 이동상과 
acetonitrile을 이용해 녹차 내 10종 화합물의 
분리를 수행하였습니다(Agilent ZORBAX  
SB-C18, 4.6mm x 150mm 컬럼). 분리는 5μm 
컬럼에서 약 15분 이내로 잘 수행되었습니다. 
하지만 인산은 MS 친화적이지 않고, 분석법의 
목표는 분리 속도의 향상이었습니다.
비슷한 선택성을 보유한 Agilent InfinityLab 

Poroshell 120 SB-C18 컬럼에서 분리를 
수행함으로써, 약 60%의 역압 조건에서 분리를 
완성하였습니다. 0.2% formic aicd, 0.2% 
acetic acid 및 0.02% TFA를 사용하여 동일한 
선택성을 얻을 수 있었으며, 또는 formic 

acid으로 조정한 ammonium 
formate 완충액을 사용하여 
비슷한 분리능을 성취할 수 
있었습니다.

MS 감도는 이러한 선택에 
의해 큰 영향을 받았습니다. 분리 
평가의 방법으로 하나의 특정 
피크를 조사한 결과, acetic acid 
사용 시 S/N = 155대비 TFA 
사용 시 S/N = 68로 나타났으며, 

LC 분석법 개발 자동화 
웨비나 시리즈

스폰서 콘텐츠
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그림 6: 기존 항생제 분석법의 MS로의 이전. a) methanol 이동상 사용, b) 
acetonitrile 이동상 사용

우수한 LC 분석법을 훨씬 향상하기
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완충액을 포함한 이동상 사용 시 S/N = 33에 
불과했습니다. 때문에 이 경우에는 acetic acid
가 가장 적합한 선택이었으며 분석법을 빠르게 
최적화할 수 있었습니다.
데이터 수집 속도 역시 최적화 과정에서의 
고려 사항입니다. 빠른 데이터 수집은 가장 
좁은 피크를 생성하여 최적화된 피크 용량을 
나타낼 수 있지만, 한편으로 베이스라인 
노이즈의 증가 및 S/N 감도의 감소를 야기할 
수 있습니다. 조금 느린 데이터 수집 속도에서 
최적의 S/N를 얻을 수 있으나, 그 대가로 피크 
용량이 감소할 수 있습니다. 따라서 데이터 
수집 속도는 특정 분석법의 목표에 따라 다르게 
최적화해야 합니다. 

MS에 적합한 새로운 분석법 개발은 또 다른 
방식의 접근입니다. 예를 들어, 동물 치료용 
항생제 분리를 위한 기존의 UV 분석법에서는 
10종 화합물을 우수하게 분리하였습니다. 
그러나 이 분석법에서는 매우 높은 농도의 
phosphoric acid를 사용하였고 분석 시간은 
35분에 달했습니다. 동등하게 사용할 수 
있는 컬럼이 없었기 때문에, methanol 
또는 acetonitrile이 10 ~ 40%로 변화하는 
일반 그레디언트로 새로운 분석법을 
개발하였습니다. 짧은 4.6 x 50mm, 2.7-μm 
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 컬럼 및 UV 
검출을 사용함으로써 formic aicd, ammonium 
formate, acetic acid 및 ammonium acetate
를 이동상 완충액으로 사용하는 이동상의 
다양한 조합을 빠르게 스크리닝 할 수 
있었습니다.
그림 6a의 methanol 분석에서 볼 수 
있듯이, 피크는 사용한 완충액 유형에 따라 
크게 이동하였습니다. Acetonitrile(그림 6b) 
사용 시, 피크 이동은 보다 적었으며, 압력은 
훨씬 낮았습니다. 용리 순서와 피크 간격을 
변화시키기 위해 pH를 조절하였습니다. 최적의 

이동상 조합은 pH 3.8의 ammonium formate
와 acetonitrile로서, 이 조합에서 10종  
화합물의 우수한 분리 결과가 나타났습니다. 
MS 검출용 분석법을 최적화하기 위해 유속을 
0.42mL/분으로 높였습니다.
이 분석법은UV 또는 MS 검출에 사용할 
수 있는 3mm x 50mm 컬럼으로 성공적인 
스케일링을 할 수 있었습니다. 분리 속도는 
빠르고, 용매 소모량은 본래의 분석법보다  
훨씬 적습니다.

결론
대부분의 실험실은 현재의 LC 분석법을 
검토하면서 간단한 조정으로 크로마토그래피 
결과를 개선하거나 해당 분석법을 MS 
친화적으로 전환할 수 있는 지를 판단함으로써 
이점을 누릴 수 있습니다. 컬럼 선택은 
성공적인 분석의 매우 중요한 요소이며, 
많은 경우 최신 컬럼 케미스트리를 대안적인 
선택성으로 활용함으로써 분리능 향상과 보다 
우수한 피크 모양을 획득할 수 있습니다.
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데이터 무결성 요건 충족과 생산성 
향상을 동시에
애질런트 OpenLab CDS로 업그레이드하기

데이터 시스템을 잘 선택하면 모든 것이 달라질 수 있습니다. OpenLab CDS는 크로마토그래피 및 

SQ MS 워크플로를 위한 단일 보안 크로마토그래피 데이터 시스템으로 실험실 운영을 원활하게 

하고 고품질의 결과를 효율적으로 생성합니다.

OpenLAB CDS는 감사 추적 리뷰, 액세스 권한 제어, 기록 보호, 전자 서명 등 기술적인 제어를 

통해 데이터 무결성을 보장하고 까다로운 규제를 충족할 수 있습니다.

Agilent OpenLab CDS에 대해 더 자세히 알아보십시오.
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